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Aun cuando se conoce un buen numero de patdgenos productores de
fitotoxinas, el conocimiento actual de estos metabolitos se debe principalmente a los
llamados patégenos necrotroficos pertenecientes a los géneros Alternaria, Botrytis y
Cochliobolus. Se ha determinado que algunas fitotoxinas acttan a nivel de membrana
celular, dafiando el ADN, elevando los niveles de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) o desencadenando la muerte celular programada. Sin embargo, la mayor parte
de los estudios con fitotoxinas tienen como objetivo elucidar los mecanismos de
accién de estos metabolitos, sin considerar la amplia gama de metabolitos producidos
por el patbgeno, durante su interaccion con el hospedero y sin establecer el verdadero
papel de la fitotoxina en la interaccion planta-patogeno (Knogge, 1996; Wang, et al.,
1996).

El hongo Alternaria tagetica Shome & Mustafee se ha identificado como el
patdégeno responsable del marchitamiento del tallo, las hojas y las flores de Tagetes
erecta L (xpuhuk, flor de muerto o cempasuchil), un importante cuitivo en México y en
Estados Unidos para | >roduccion de colorantes. En México, se han descrito pérdidas
de hasta 100% el & produccion de flores como resultado de la infeccion por A.
tagetica (Trostle, 1968; Garcia et al., 1992); recientemente se reportd la presencia de
este patégeno en cultivos de T. erecta en Japén (Tomioka et al., 2000).

El hongo A. tagetica produce metabolitos de naturalezas hidrofilica y lipofilica
que presentan actividad fitotéxica en el ensayo de gota en hojas de T. erecta (Cotty et
al., 1983; Gamboa-Angulo et al., 2002). Tomando como base estos estudios, en este
proyecto se planted evaluar las respuestas que se presentan a nivel celular, cuando
los metabolitos producidos por un fitopatégeno, como A. tagetica, afectan a su planta
hospedera, 7. erecta; entre las respuestas evaluadas se incluyen: dafo a la
membrana celular, formacion de ROS y dafio a nivel del ADN nuclear. Los resultados
obtenidos permitieron establecer que los diferentes metabolitos fitotoxicos producidos
por el patdégeno inducen una respuesta diferencial o especifica en la planta,
dependiendo de su naturaleza quimica.






Wang, H., Li, J., R. Bostock and D. Gilchrist (1996). Apoptosis: A functional paradigm
for programmed plant cell death induced by a host-selective phytotoxin and invoked
during development. The Plant Cell, 8, 375-391.






que se relaciona con fa liberacién de las esporas, para continuar el ciclo de vida del
patégeno (Manners, 1993; Buchanan et al., 2000).

Cuadro 1.1. Clasificacion de patogenos de acuerdo a la obtencion de
nutrientes a partir de su hospedero (Buchanan et al., 2000).

Biotréficos Hemibiotréficos ~ Necrotrdficos
Estrategia de Contacto Fase biotrofica Secrecién de
ataque intracelular inicial, fase enzimas
intimo con las necrotréfica degradadoras
células tardia de pared
vegetales celular.
Secrecién de
fitotoxinas
Caracteristicas  Las células Las células Muerte de
especificas de  vegetales vegetales tejido vegetal
la interaccién permanecen sobreviven para entonces
vivas en el solamente en ser colonizado
transcurso de los estadios por el
la infeccién. iniciales de la patégeno.
Dafio minimo a  infeccion. Maceracion
la célula Dafio extenso extensiva de
vegetal en el tejido tejido
vegetal en
estadios tardios
Rango de Reducido; a Intermedio Amplio
hospederos menudo
solamente una
especie de
planta es
atacada
Ejemplos “Cenicillas” y Phytophthora Podredumbre
“royas” infestans, bacteriana,
fungicas, virus  (agente causal Erwinia spp.,
y nematodos del tizén tardio podredumbre
ectoy de la papa), fungica,
endoparasitos, Mycosphorella Botrytis
bacterias, fijiensis cinerea;
Pseudomonas  (Sigatoka negra) tizones,
sSpp. Alternaria spp.







reconocimiento no se lleva a cabo, la respuesta de defensa no se activa y la
enfermedad se establece (Keen, 1990; Jackson & Taylor, 1996; Prell & Day, 2001).

Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos que utilizan las plantas para
defenderse del ataque de los patégenos, asi como las herramientas que emplean
estos organismos para establecer la infeccion, son de suma importancia para
entender la interaccion planta-patogeno (Huang, 2001; Prell & Day, 2001}.






respuesta al ataque de un patdégeno. La resistencia inducida es un mecanismo activo
que involucra cambios claros en el metabolismo de la planta provocados por la
expresion diferencial de genes. Por lo tanto, para que ocurra esta induccion es
necesaria la mediaciéon de sistemas de reconocimiento especifico, mediante los cuales
la planta reconoce la presencia del patogeno (Hutchenson, 1999; Prell & Day, 2001).

1.2.2.1 Reconocimiento del patégeno

Ciertos productos como carbohidratos, proteinas y pequefias moléculas, son
capaces de actuar como inductores de defensa. Los inductores no-especificos
comprenden cualquier sustancia que induce la activacién de defensa de forma no
especifica, e. g., los polisacaridos que conforman la pared celular, tanto de hongos
como de las células vegetales, son reconocidos como agentes capaces de inducir la
expresion de genes de defensa en las plantas. Esto es congruente con el hecho de
que la muerte del tejido hospedante, causada por el ataque del patégeno o por una
reaccion de hipersensibilidad, libera componentes de la pared celular vegetal que
inducen la activacion de defensas en tejidos adyacentes. Asimismo, la actividad de
algunas enzimas hidroliticas producidas por la célula vegetal como reaccién de
defensa, libera componentes de la pared celular de ciertos hongos que tienen un
efecto inductor en los tejidos vegetales (Baker et al., 1997).

Esta respuesta de defensa no especifica también se puede activar por
factores abidticos como el choque térmico, la sequia, la accidon de diferentes
productos quimicos y la luz ultravioleta. En general, este tipo de inductores abibticos
activan las respuestas de defensa al provocar heridas y dafo fisico en ios tejidos
(Parker, 2000).

La induccion de la reaccion de defensa especifica ha sido observada en las
interacciones de tipo raza-cultivar, donde el proceso de reconocimiento del patégeno
por parte de la planta estd determinado por genes presentes tanto en el patdgeno
como en la planta. En la hipotesis del reconocimiento gen a gen (Fig. 1.1), se propone
la existencia de genes en la planta que confieren resistencia a una raza particular de
un patbégeno y la presencia o ausencia de genes en el patdgeno que le confieren la
habilidad de causar o no enfermedad en un cultivar determinado. Esta hipétesis
propone que los inductores especificos son proteinas codificadas por genes de
avirulencia (Avr) presentes en el patégeno, capaces de inducir las respuestas de
defensa en cultivares que posean los correspondientes genes de resistencia (R). De
esta forma, el reconocimiento ocurre cuando existe una interaccion entre las proteinas
codificadas por los genes R de la planta y los correspondientes productos de los
genes Avr del patégeno (Knogge, 1996).
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Una vez que el patogeno ha sido reconocido, se activan una serie de
mecanismos de defensa mediante una cascada de sefales y otras vias de

transduccidén que aun no han sido completamente care = °~ ' ~-*>s mecanismos
de defensa son los responsables de la resistencia, shas veces en
conjunto para detener el avance del patogeno e ir rte celular por

reaccién de hipersensibilidad (Goodman & Novacky, 1594, 1a pruuuwuOn de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (De Gara et al., 2003), la biosintesis de fitoalexinas
(Hammerschimidt, 1999), la induccién de barreras estructurales (Hahn et ai., 1989), la
acumulacién de proteinas relacionadas con la pat--“---~ ‘Bowies, 1990), la
produccidn de lipooxigenasas y la induccion de re istémica adquirida
(Hutchenson, 1999; Durrant & Dong, 2004).

1.2.2.2 Reaccién de Hipersensibilidad (HR)

En las interacciones raza-cultivar del tipo incomp: Arre una alteracion
en el metabolismo de la planta que se manifiesta con la a de lesiones locales
necroticas en el sitio mismo de infeccion. Estas lesione resultado de una

muerte celular programada (PCD). La HR es un mecanishiv ue w.fensa ampliamente
distribuido, que se desencadena en respuesta del reconocimiento del patégeno o de
moléculas sefalizadoras, que han sido vinculadas ~~n i3 prevencién de la

diseminacién de un patégeno mediante el “suicidio” d lulas infectadas y, en
algunos casos, con la eliminacion del patégeno (More i, 1997; Greenberg &
Yao, 2004). De manera adicional, la HR esta asociad presién simuitanea o

paraleta de otros mecanismos de defensa como la lignificacién y la biosintesis de
metabolitos antimicrobianos. Por lo anterior, se le considera responsable directa de la
resistencia, al privar de nutrimentos al patdgeno o al acumular productos dafinos que
matan de manera simultanea al patégeno y a las células hospederas (Goodman &
Novacky, 1994; Wang et al., 1996).

La HR parece ocurrir como un programa de suicidio activo y organizado, y no
como consecuencia del colapso celular pasivo producido por el ataque de un
patbégeno o por toxinas derivadas de éste {Birch et al.,, 2000). Lo anterior da como
resultado una necrosis controlada, de una manera similar a la apoptosis o la PCD en
los tejidos animales. La induccidon de la PCD esta relacionada, mediante una
transduccion de sefales, con la activacion y coordinacién de los otros mecanismos
mediados por una explosion oxidativa (“oxidative burst’) (Dangl et al., 1996;
Wojtaszek, 1997; Gilchrist, 1998).

1.2.2.3 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Una caracteristica de la HR es la rapida e intensa produccion de ROS. Este
término se usa para describir los productos de la reduccion secuencial del oxigeno
molecular: radical superéxido (-O,-), peréxido de hidrégeno (H,0,) y radical oxhidrilo
(-OH). Las ROS poseen actividad citotoxica, mutagénica, pueden modificar y/o dafar
biomoléculas criticas, incluyendo al ADN, los lipidos y las proteinas. La cinética y
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1.2.2.5 Barreras estructurales

Uno de los mecanismos de defensa mas inmediatos es la produccion y la
deposicion de sustancias que actuan como barreras fisicas, evitando el avance de
patbgenos. La lignificacién puede ser una caracteristica constitutiva en algunas
especies, pero también puede ocurrir como un proceso de refuerzo de los tejidos
cuando estan sujetos a dafio fisico. La lignina se produce por la unién enzimatica de
unidades de fenilpropanoides formando largos polimeros que confieren
impermeabilidad y resistencia mecanica. La sintesis de lignina, al igual que la sintesis
de ciertas fitoalexinas, se deriva del metabolismo de los fenilpropanoides. Sin
embargo, la sintesis de novo de ciertas enzimas, como la cinamoil alcohol
deshidrogenasa y algunas peroxidasas, ocurre durante la activacion de la defensa
contra los patégenos (Huang, 2001).

Ademas del proceso de lignificacion, las plantas producen y depositan otros
componentes que previenen el avance de ciertos patogenos, entre estos se puede
mencionar a las proteinas ricas en hidroxiprolina y la formaciéon de papilas; estas
altimas son estructuras compuestas de calosa (B-1,3-glucano) que se producen como
resultado de la modificacion de las células de ia epidermis (Gay & Woods, 1987).

1.2.2.6 Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)

Las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) conforman un grupo
variable que se acumula en las plantas durante y después de la infeccion por
patéogenos y, se caracterizan por su resistencia a las proteasas y su funcion
permanece en ambientes con valores de pH extremos. Las proteinas PR se
identificaron inicialmente en plantas de tabaco durante su interaccion con el Virus de
Mosaico del Tabaco; desde entonces estas proteinas se han identificado tanto en
plantas dicotiledéneas como en monocotiledéneas. En ia actualidad, solo se conocen
las actividades definidas de algunas proteinas PR, e. g. las PR-2 ((3-1,3-glucanasas) y
PR-3 (quitinasas), lo que sugiere que la expresion de glucanasas y quitinasas durante
la patogénesis tiene una funcién importante en el proceso de defensa vegetal. Se ha
descrito que las plantas de trigo y arroz manipuladas genéticamente para
sobreexpresar ciertas quitinasas son mas resistentes a los hongos Erysiphe graminis
y Magnaporthe grisea, respectivamente (Jones, 2000). A pesar de que algunas
proteinas PR, como las PR-2 y PR-3, poseen actividad antimicrobiana, aun se
desconoce la funcion que el resto de ellas tiene durante las respuestas de defensa a
patégenos, y en particular a los virus (Bowles, 1990; Jones, 2000; Kiba et al., 2003).

1.2.2.7 Resistencia Sistémica Adquirida (SAR)

La inoculacion localizada con patégenos virulentos y/o avirulentos capaces de
producir lesiones necroéticas, puede resuitar en la induccién de una reaccién de
resistencia a un ataque subsecuente del patdgeno. La SAR es una respuesta de
defensa activa, sistémica, de amplio espectro, que se asocia a la expresion de genes
PR. En la mayoria de los casos, la SAR es igualmente efectiva contra hongos,
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1.3 ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION

Una de las interacciones planta-patégeno mas estudiadas ha sido la
interaccion planta-hongo. Dejando a un lado las especies que presentan diversos
grados de simbiosis, como las micorrizas u ofras interacciones mutualistas, existen
numerosas especies de hongos parasitos y patdgenos causantes de importantes
enfermedades vegetales (Narayanasamy, 2001). Los hongos patégenos establecen
una relacién intima y altamente especifica con su planta hospedera. Durante el curso
de la infeccién, los hongos utilizan sofisticados mecanismos de colonizacién,
redireccionan el flujo de nutrientes en el tejido vegetal, alterando el crecimiento y el
desarrollo de la planta. Durante el proceso de patogénesis, se observan cambios en la
morfologia del patégeno (Knogge, 1996; Balhadére & Talbot, 2000).

El proceso mediante el cual un hongo penetra al tejido vegetal se inicia con la
secrecion de un “coctel” de enzimas hidroliticas, cuya composicién varia dependiendo
del tipo de interacciéon. Durante la penetracion, las enzimas hidroliticas y la respuesta
de defensa vegetal generan fragmentos de las paredes celulares del hongo y de la
misma planta (Deverall, 1977, Mendgen et al., 1996). Estos fragmentos pueden
desencadenar una amplia gama de respuestas defensivas que frenan
considerablemente el ingreso del patégeno. La rapida respuesta de las defensas de la
planta da como resultado el desarrollo de estrategias por parte del hongo para
suprimir o evitar estos mecanismos (Vidhyasekaran, 1988). Después de la
penetracion, el siguiente paso en la estrategia del hongo para colonizar una especie
vegetal es la secrecion de metabolitos fitotoxicos o de productos que actuen como
fitorreguladores, manipulando asi la fisiologia vegetal en su beneficio. A este tipo de
sustancias se les ha denominado fitotoxinas (Wood et al., 1992; Knogge, 1996).
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comprenden especies sapréfitas, o aislados de una misma especie, los cuales no
tienen plantas hospederas especificas. Sin embargo, no se conoce cémo las cepas
patogénicas estan relacionadas con las cepas saproéfitas y qué causa sus diferentes
estilos de vida. De un modo analogo, el rango de hospederos del hongo productor de
fitotoxinas esta limitado a variedades especificas de las especies hospederas y, en la
mayoria de los casos, no se sabe como las fitotoxinas causan fa muerte celular y
como ciertas variedades son resistentes al hongo productor de HST. La relacién entre
el hongo productor de HST y su hospedero provee una oportunidad Unica para el
estudio del origen y la evolucion de patogenicidad en los hongos.

Entre las HSTs mejor estudiadas se encuentran aquellas producidas por especies del
genero Alternaria y, en particular, de Alternaria alternata y sus diferentes patotipos (o
formae speciales), las HSTs incluyen a la toxina AAL, de A. alternata f.sp. lycopersici,
la toxina AK, de A. alternata f.sp. kikuchiana, la toxina AM, de A. alternata f.sp. mali, la
toxina AF, de A. alternata f.sp. fragariae y la toxina ACTG de A. alternata f.sp. citri
tangerine. También, entre las HSTs producidas por patégenos del género
Cochliobolus, estan la toxina T de C. heterostrophus, la victorina de C. victoriae y la
toxina HC de C. carbonum (Fig. 1.2) (Otani et al., 1995).
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1.4.2 Fitotoxinas Hospedero no-Selectivas (no-HSTs)

Las no-HSTs afectan a un rango mas amplio de plantas causando una variedad
de sintomas. Estos metabolitos no son esenciales para la patogenicidad, pero
contribuyen a la virulencia y son conocidos como determinantes secundarios de
patogenicidad o factores de virulencia (Rudolph, 1976).

En la actualidad, se conocen al menos 200 fitotoxinas no-HSTSs, pertenecientes a
diversas familias quimicas, sintetizadas en diferentes vias metabdlicas. Entre las
fitotoxinas no-HSTs que han sido mas estudiadas, se encuentran el zinniol, la
destruxina B y la tentoxina aisladas en diferentes especies y patotipos del género
Alternaria; asi como el acido fusarico, aislado de Fusarium oxysporum f.sp. cubense y
otras especies del género Fusarium; la fusicoccina de Fusicoccum amygdaly, la
cercosporina producida por Cercospora kikuchii y otras especies de Cercospora; la
brefeldina A, aislada de Penicillum decumbens y A. carthami, y las ofiobolinas de
Cochliobolus miyabeanus, entre otras (Fig. 1.3) (Ballio, 1991, Wood et ai., 1992,
Gamboa-Angulo et al., 2002).
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1.4.3 Aplicaciones de las fitotoxinas

Las fitotoxinas presentan un gran potencial para utilizarse como herbicidas en
el control bioiégico de maleza, dada su biodegradabilidad y limitada contribucién a la
contaminacién ambiental; y como herramientas en los procesos de seleccién in vitro
de lineas de plantas resistentes a enfermedades (Strobel et al., 1991).
Adicionalmente, una de las aplicaciones importantes de las fitotoxinas se encuentra en
el campo de la patologia vegetal. Estos metabolitos pueden ser utilizados como
reguladores potenciaies en los procesos bioquimicos y genéticos que ocurren durante
el desarrollo normal de la infeccién de especies vegetales, ya sea como supresores o
inductores de las respuestas de defensa (Haraguchi et al., 1996). Se ha reportado que
la fitotoxina AK producida por Alternaria kikuchiana, suprime los mecanismos de
defensa en las hojas de pera, demostrandose que estos mecanismos son inducidos
por una glucoproteina producida por las esporas del patégeno al momento de su
germinacién (Panigrahi, 1997).

Se encuentran numerosos reportes en los que el uso de las fitotoxinas permiten
descifrar algunos de los procesos bioguimicos involucrados en su mecanismo de
accion. Se ha demostrado que la fitotoxina CBT (beticolina 1), producida por
Cercospora beticola, inhibe el transporte de protones dependientes de ATP en
vesiculas microsomales de tallos de guisantes y de raices de maiz. Por otra parte, el
uso de alternasol A una no-HST producida por A. solani y otros patébgenos, ha
permitido establecer que su mecanismo de accién consiste en estimular la oxidacién
del NADH mitocondrial, lo que resulta en la generacion de aniones superdxido y trae
como consecuencia la peroxidacion lipidica, el daffio al ADN y la oxidacion de tioles.
Por otra parte, la fusicoccina producida por el hongo F. amygdali activa la enzima
ATPasa de la membrana plasmatica; esta activacién provoca la entrada de K™ y otros
cationes, asi como de Cl' y agua a las céiulas guarda estomaticas, lo que acarrea la
apertura irreversible del estoma y, por tanto, la aparicién del marchitamiento tipico de
la enfermedad de las hojas (Galum & Breiman, 1992; Wood et al., 1992).
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1.5.2 Mecanismos y sitios de accién de HSTs

Las HSTs han sido clasificadas como “determinantes de compatibilidad” y parecen
mediar esta compatibilidad induciendo la muerte de la célula hospedera (Walton,
1996). Las fitotoxinas HST proveen un modelo adecuado para entender Ia
especificidad de las interacciones planta-patégeno. La identificacion de los genes
requeridos para la biosintesis de las HSTs muestra que éstos no siempre son
exclusivos de la especie productora de la fitotoxina y que estan agrupados en
complejos Jloci que podrian ser requeridos para la transferencia genetica horizontal
(Wolpert et al., 2002). Muchas HSTs actuan dafiando los procesos bioquimicos, en
varios casos la muerte celular resultante tiene las caracteristicas de una PCD (Walton,
1996; Wolpert et al., 2002). Esta habilidad de convertir tejido vivo en muerto ha
permitido que los hongos saproéfitos facuitativos lleguen a ser fitopatégenos.

Las HSTs actuan principalmente sobre tres sitios primarios. la membrana
plasmatica, la mitocondria y el cloroplasto (Fig. 1.4) (Otani et ai., 1995). El efecto de
las HSTs sobre la membrana plasmatica puede ocurrir mediante un incremento en la
pérdida electrolitica en los tejidos, por invaginacién o por induccién de la
despolarizacién de la membrana. Este ultimo efecto ha sido observado con toxinas del
género Alternaria como las toxinas AK, AF y ACT (Rotem, 1994, Haraguchi et al.,
1996).

E! efecto de las HSTs sobre la mitocondria estd dado por cambios
ultraestructurales en el organelo que incluyen la turgencia, la reduccién de su numero,
la vesiculacién de las crestas y la disminucién de la densidad electrénica en la matriz
(Markham & Hiile, 2001). Un ejemplo de estos efectos se observa con la toxina ACT,
que incrementa el grado de oxidacién del NADH e inhibe la oxidacion de malato en las
mitocondrias susceptibles. Después de afectar a estos organelos, la toxina induce un
rapido incremento en la pérdida de electrolitos de los tejidos de la hoja, eventualmente
provoca su necrosis (Scheffer & Livingston, 1984). En el cloroplasto, la fitotoxina AM
induce una disociacién y vesiculaciéon de la grana e inhibe la fijacion del CO,
fotosintético (Wolpert et al., 2002).
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1.5.3 Mecanismos de patogénesis relacionados con metabolitos fitotéxicos

Los patégenos que producen fitotoxina "7 >s en su mayoria y
utilizan estos metabolitos para inducir la mue y asi obtener sus
nutrientes. Muchas de las fitotoxinas inducen que requiere de la
participacion del hospedero en la regulacion de | Esto sugiere que en
muchos casos la fitotoxina no mata al hospeder ino que es el propio
hospedero el que se suicida. La asociacion de ..._..____. __ _.s de las respuestas

de resistencia, con los de muerte celular, indica que algunos patégenos podrian estar
tomando ventaja de las respuestas vegetales para facilitar su patogénesis (Walton,
1996; Wolpert et al., 2002).

Con base en estos estudios es que se infieren algunas de las respuestas
observadas en plantas, como caracteristicas de un ataque de metabolitos fitotoxicos.
Algunas de estas respuestas estan dadas por el dafio que provocan estos metabolitos
en las células y tejidns " »getales, ya sea por dafo a la membrana celular, a los
diferentes organelos ceiwaree =2 la inhibicion de enzimas especificas, asi como
cambios a nivel del ADN o € sintesis de proteinas, que provoca la muerte de la
planta por un proceso relaci on fitotoxicidad (Chen et al., 1992; Wolpert et al.,
2002; Zhang et al., 2004). Suy eniwoargo, también se han encontrado evidencias que
muchas fitotoxinas actian de una manerc “iferente, lejos del papel de “veneno” o
“toxina” per se. Su papel se ha relacionade <on la induccion de algun mecanismo de
defensa, como es la reaccién de hipersensibilidad (HR), que desencadena cascadas
de eventos en el hospedero que lo llevan a matar sus propias células, para contener la
infeccién, resultando benéfico para el patdégeno y contrario para la planta (Walton,
1996; Gechev et al., 2004).

La induccién de mecanismos de defensa, como un aumento en la produccion
de ROS, ha sido encontrada en diferentes interacciones entre patégenos productores
de fitotoxinas y su planta hospedera. Sin embargo, las respuestas y efectos dependen
de manera directa de la fitotoxina. Por ejemplo, la cercosporina, una perilequinona
producida por diferentes especies del género Cercospora como C. beticola y C.
kikuchii, induce la formacién de oxigeno singulete, y de superéxido en una reaccion
fotodinamica. Esta fitotoxina es un pigmento fotosensible que depende de la luz para
inducir su efecto fitotéxico, el cual se relaciona con un dafio a la membrana por la
peroxidacion de lipidos. Otras fitotoxinas cuyo efecto fitotdxico resuita de la induccion
en la produccion de ROS incluyen a las cebetinas, también producidas por el género
Cercospora y a las altertoxinas del género Alternaria; en ambos casos, el efecto
fitotoxico se relaciona con un dafio a la membrana y a las ATPasas, como resultado
de la formacién de radicales libres que desencadenan una peroxidacion de lipidos de
membrana (Heiser et al., 1998).

Por otra parte, existen fitotoxinas que provocan un aumento en la produccion
de ROS, aunque esta respuesta se presenta como un efecto secundario de la
induccién de la muerte celular, © como parte de otros mecanismos implicados con la
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1.6 EVALUACION DEL PAPEL DE LOS METABOLITOS ’FITOT()XICOS
PRODUCIDOS POR HONGOS EN LA INTERACCION PLANTA-PATOGENO

La elucidacion de los mecanismos mediante los cuales actua una fitotoxina no
permite necesariamente establecer cual es su papel en la patogénesis. Una de las
principales omisiones al momento de evaluar las fitotoxinas es no considerar como
actuan de manera conjunta con el resto de metabolitos que produce el patégeno
(Wang et al., 1996; Tiedemann, 1997; Navarre & Wolpert, 1999; Asai et al., 2000;
Tada et al., 2001). Se ha encontrado que los hongos fitopatdégenos al ser cultivados in
vitro producen una gran cantidad de metabolitos, algunos de ellos con actividad
fitotoxica y/o con estructuras quimicas, relacionadas. La mayoria de los trabajos
dirigidos hacia el aislamiento e identificacién de metabolitos fitotoxicos y la evatuacion
de su papel en el proceso infeccioso, utilizan una técnica de bioensayo simple (e.g.
bioensayo de gota, de inmersion, fuga de electrolitos, etc.), para monitorear el proceso
de purificacién del metabolito responsable de la actividad detectada. Una vez que se
ha logrado el aislamiento del metabolito con actividad fitotéxica, su papel en la
interaccion planta-patégeno es evaluado mediante ensayos a nivel de cultivos
celulares in vitro 0 mediante estudios in vivo (Vidhyasekaran, 1988; Huang, 2001). Sin
embargo, a menudo buscando establecer el papel y la importancia en la patogénesis
de un metabolito fitotdxico, se le designa como un factor critico en el establecimiento
de la infeccién, después de evaluarlo en forma aislada y sin considerar que la
produccién de metabolitos secundarios en una interaccién planta-patégeno, es
compleja y diversa (Colmenares et al., 2002; Reino et al., 2004). Como ejemplo de la
variedad de metabolitos que producen los fitopatégenos, se pueden mencionar los
estudios con A. alternata f.sp. lycopersici, hongo fitopatégeno que infecta al tomate. La
toxina AAL, es parte de un grupo de metabolitos estructuralmente relacionados a la
esfingosina y a la esfinganina, conocido como el grupo de micotoxinas analogas de
esfinganina (SAMs, por sus siglas en inglés); a este grupo pertenecen también las
fumonisinas, producidas por hongos no relacionados con Alternaria como Fusarium
verticilliodes (syn. F. moniliforme) y otras especies de Fusarium. Es interesante
mencionar que dos géneros tan diferentes entre si, e.g. Fusarium y Alternaria,
producen metabolitos fitotoxicos como fumonisina B1 y toxina AAL, con un mismo
mecanismo de accién (induccién de apoptosis en células de mamiferos) (Chen et al.,
1992).

En lo que respecta a estudios con toxinas no-HSTs, se ha reportado el
aislamiento de diferentes metabolitos con actividad fitotoxica, producidos por un
mismo patdgeno, e.g. de Mycosphaerella fijiensis, patdogeno en platano (Musa
acuminata) se han aislado metabolitos de naturaleza lipofilica como la juglona y
tetralona (Sterlie et al, 1991); mientras que de Alternaria tagetica, patogeno de
cempasuchil (Tagetes erecta), se han obtenido un numero importante de metabolitos
lipofilicos con actividad fitotdxica (Cotty et al., 1983; Cotty & Misaghi, 1984, Gamboa-
Angulo et al., 2000, 2001 & 2002).
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1.10 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados se utilizé la siguiente estrategia
experimental:

Obtencionde las diferentes Establecimiento de los
fraccionesfitotoxicas ‘ cultivos celulares
de A, tagetica de T. erecta

|

—

! Establecimlento delas 1
condiciones de evaluacion

| -, . i
1 Evaluacidn de los mecanismosde
patogenesis relacionados |

|
!
| confitotoxinas |
L J

En los capitulos 2 y 3 se describe la obtencién de las diferentes fracciones
fitotoxicas y los cultivos celulares de 7. erecta. El establecimiento de las condiciones
de evaluacion se detalla en el capitulo 4.

Los resultados de las evaluaciones de las fracciones fitotoxicas y del zinniol se
presentan en los capitulos 5 y 6.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Aislamiento de A. tagetica

Se emple6 una cepa certificada de Alternaria tagetica (ATCC 58771). A partir
de cultivos “padres’, se preparé “semilla” de A. tagetica en cajas de Petri con agar V8
que se dejaron durante 15 dias en condiciones de fotoperiodo natural y a 25 °C en
espera de su esporulacion. Una vez transcurrido este tiempo, se preparé una
suspension de esporas (aproximadamente 1.2 X 1 0° esporas'mL”) y se inoculd en
hojas de plantas de T. erecta. Después de 5 dias, las hojas que mostraron los
sintomas de la infeccién, se observaron al estereoscopio en busca de esporas. A
partir de éstas, se obtuvieron cultivos monoespéricos, que se emplearon para preparar
nuevos cultivos “padres” (Gamboa-Angulo et al., 2002; Morales, 2003).

2.2.2 Material vegetal

Se emplearon plantas de T. erecta de 6-8 semanas, cultivadas en el vivero del
CICY y trasplantadas en macetas 15 dias previos a la inoculacion. Para el bioensayo
de gota se utilizaron hojas de T. erecta de plantas en maceta de la misma edad (6-8
semanas).

2.2.3 Cultivo masivo y obtencién de las diferentes fracciones fitotéxicas

De un cultivo “padre” se prepararon “semillas” en cajas de Petri, con agar-jugo
V8. Las cajas se incubaron a 26 °C, con fotoperiodo natural, durante 15 dias. Después
de este tiempo, se prepard una suspension de esporas agregando 1 mL de agua
estéril a cada placa y la suspensién se inoculd en un litro de medio de cultivo CET
(acido casamino enriquecido con infusién de hojas de Tagetes) contenido en un
matraz de fondo plano. Los cultivos en medio liquido se incubaron en condiciones
estacionarias durante 28 dias, a 26 °C, bajo luz natural.

Al finalizar el periodo de cultivo del hongo, el micelio se separ6 de Ia fase
liquida por filtracién a través de papel toalla. El micelio se congeld, y el medio de
cultivo filtrado se procesé de inmediato (Fracciéon A). La mitad del volumen del filtrado
acuoso se extrajo con acetato de etilo (x3, 1: 1, viv) y la fase organica resultante se
concentré a presion reducida, obteniéndose el extracto organico crudo o fraccion
lipofilica (Fraccion C) y la fase acuosa residual o fraccion hidrofilica (Fraccién B)
(Fig. 2.1).
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Figura 2.2. Esquema de reaccién de la reduccion de ftalidos de zinniol a

zinnijol.

2.2.5 Evaluacion de actividad fitotéxica en hoja (bioensayo de gota)

Hojas aparentemente sanas de T. erecta se limpiaron y desinfestaron
superficialmente y se colocaron en cajas de Petri con papel filtro humedecido para
mantener una camara humeda. Las muestras se prepararon a una concentracion de
4% en una mezcla de diclorometano-metanol (3:1) y se aplicaron sobre una superficie
de 0.25 cm?® de gel de silice. Con un pincel se realizaron dos lesiones ligeras en cada
hoja, y sobre cada lesion se aplico una gota de 20 yL de agua destilada; enseguida,
sobre cada gota se incorporé la gel de silice impregnada con la muestra (40 pg-uL™").
Las hojas se dejaron a temperatura ambiente por 72 horas. Transcurrido el tiempo, se
lavaron las hojas y se compararon con los controles. Como control se utilizé gel de
silice impregnada con el disolvente (Morales, 2003).

44






Cuadro 2.1. Actividad fitotoxica de las fracciones obtenidas de
cultivo de A. tagetica en hojas de T. erecta. Las hojas de T. erecta
desinfestadas se inocularon con las fracciones fitotoxicas impregnadas en gel
de silice y se mantuvieron en una camara humeda por 72 h. Transcurrido el
tiempo, se compararon las hojas tratadas con los controles, tomando el dafto
en la hoja control como “sin actividad” y la hoja con el mayor area de daflo
como “maxima actividad”. (-): sin actividad, (+). ligeramente activo, (++):
activo, (+++): actividad moderada, (++++): maxima actividad.

Fraccion Concentracién Actividad
0 ) ()
A 5% +
250/0 ++++
B 5% +
25% +++
Cc 1% ++
4% +++
D 0.15% ++
0.25% +++

Los experimentos se realizaron por duplicado con 3 hojas replicas para cada
fraccion fitotéxica y cada concentracion, los resultados fueron similares en
ambas repeticiones. (0); Control, agua destilada, (A): Fraccion A, (B): Fraccion
B, (C): Fraccion C y (D): Fraccion D, zinniol.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal

Semilias centificadas de T. erecta (Marigold Xanthophyll Orangeade, Seed-
Ezf), se desinfestaron mediante un tratamiento de 10 minutos en etanol al 80% y 25
minutos en hipoclorito de sodio al 35%. Para su germinacién, las semillas se
colocaron en medio Murashige-Skoog (1962) modificado (MSB), e incubadas en
cuarto de cultivo a 27 °C con iluminacién continua. Las plantulas obtenidas se
subcultivaron cada 28 dias en medio de cultivo MSB fresco.

3.2.2 Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo MSB fue preparado de acuerdo a la descripcion de Robert
et al. (1987), sin adicién de fitorreguladores y con 2.1 g-L™" de Gel Rite (Sigma) como
soporte.

El medio de cultivo MS se prepar6 a partir de sales de macro- y
micronutrientes, sacarosa y la mezcla de vitaminas, segun Murashige & Skoog (1962),
con la adicion de la auxina acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 2.26 uM) y cinetina
(0.046 uM). El pH se ajustd a 5.7 y el medio se esterilizd en autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

3.2.3 Induccién de callos y cultivos celulares

Se tomaron explantes de la segunda hoja de plantulas de dos semanas de T.
erecta. Se cortaron las puntas de las hojas y se colocaron en medio de cultivo MS,
adicionado con fitorreguladores (2.26 uM 2,4-D y 0.046 uM cinetina), y se incubaron a
25 °C en condiciones de oscuridad. Después de dos semanas se observo la formacion
de callios que fueron subcultivados cada tres semanas a medio de cultivo MS con
fitorreguladores hasta obtener un callo friable. Una vez que se selecciond el calio
friable, se tomaron aproximadamente 2 g y se agregaron a medio de cultivo MS
liguido, conteniendo las mismas concentraciones de fitorreguladores que en el medio
para callos. Los matraces se colocaron en agitacion continua (100 rpm) a 25 °C en
condiciones de oscuridad, hasta obtener el cultivo de las células en suspensién, el
cual se subcultivé por diluciéon 1:5 con medio de cultivo fresco cada 14 dias.

3.2.4 Caracterizacion de cultivos celulares
La caracterizacidon de la linea celular se llevo a cabo evaluando cada dos dias

durante 22 dias, su viabilidad, su peso fresco y seco, el nimero de células y la
conductividad y pH del medio de cultivo (Dodds & Roberts, 1985).
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Induccién de callos y cultivos celulares de T. erecta.

Los callos de T. erecta se obtuvieron a partir de explantes de hoja; los que
presentaron mejor respuesta fueron los que se indujeron a partir de hojas jévenes y
sus caracteristicas fueron un color amarillo claro, friables y de buena proliferacion
celular. A partir de este callo de dos semanas, se seleccionaron 2 g de callo friable y
se colocaron en medio de cultivo liquido MS, con las mismas concentraciones de
fitorreguladores presentes en el medio para callos. Los matraces se colocaron en
agitacion continua, para obtener las células en suspension.

Primero, se indujeron células en suspensién en un matraz con 40 mL de
medio de cultivo, y 15 dias después se aumento el nimero a cinco matraces. Una vez
establecidos los cultivos celulares, estos se filtraron para obtener un cuitivo fino. A
partir de la segunda resiembra, se preparé un stock de células en suspensién, del cual
se tomaron 5 mL y se inocularon en matraces con 40 mL de medio de cultivo. La
resiembra se realiz6 cada dos semanas (Fig. 3.1).

3.3.2 Caracterizacion de la linea celular de Tagetes erecta

Para la caracterizacion de la linea celular de T. erecta se evalué la viabilidad
celular, el peso fresco y el peso seco del paquete celular y fa conductividad y el pH del
medio de cullivo.

Los indicadores de viabilidad demostraron que este parametro permanece
relativamente constante durante los primeros 10 dias y que a partir del dia 12
disminuye, indicando un incremento en la muerte celular del cultivo (Fig. 3.2 A)

Al determinar el crecimiento celular, tomando en cuenta el peso fresco, el
peso seco y el numero de células en los cultivos celulares; la fase de crecimiento
exponencial se inici6é a partir del dia dos, después de un periodo de recuperacion, y a
partir del dia 14 comenz¢ la fase estacionaria (Fig. 3.2 B, Cy D).

Por otra parte, la evaluacion de los cambios en el pH y la conductividad del
medio de cultivo durante el crecimiento, mostré que el pH del medio aumenté con el
tiempo, en tanto que la conductividad, presenté un maximo a los 12 dias de cultivo
que pudo estar relacionado con la disminuciéon de los nutrimentos en el medic de
cultivo (Figs. 3.2 E y F).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los cambios mas significativos en el

cultivo celular se presentaron entre los dias 12-14, por lo que se eligio el dia 12 para
realizar la resiembra.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material biolégico

Se utilizaron cultivos celulares de T. erecta, previamente establecidos y
caracterizados (Cap. 3).

4.2.2 Fracciones fitotéxicas

Las diferentes fracciones fitotoxicas se obtuvieron a partir de cultivos de A.
tagetica siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Cap. 2). Las diferentes
fracciones se designaron de la siguiente manera: metabolitos totales (Fraccion A),
metabolitos de naturaleza hidrofilica (Fracciéon B), metabolitos de naturaleza lipofilica
(Fracciéon C) y zinniol (Fraccién D) (Gamboa-Angulo et al., 2002; Morales, 2003).

4.2.3 Determinacion del inéculo

Para obtener el numero de células necesarias para el inéculo se realizaron
conteos celulares, utilizando una camara Sedgewick adicionada con 1 mL de céiulas
previamente separadas con tridxido de cromo (Street, 1977). El conteo de células se
realiz6 con ayuda de un microscopio.

4.2.4 Preparaciéon de los cultivos celulares

Los cultivos celulares fueron transferidos a medio de cultivo MS sin
fitorreguladores, para obtener una densidad celular de 2.5 X 10° células'mL™ (Wang et
al., 1996) en 50 mL de medio, y se dejaron en recuperacion durante 12 h.
Transcurrido este tiempo, se agregaron las fracciones fitotoxicas a las
concentraciones a evaluar y los cultivos se dejaron en incubacion a 25 °C durante 48
h en condiciones de oscuridad. Las células se cosecharon al término de la incubacion
y enseguida se procedi6 a evaluar la actividad fitotéxica de las diferentes fracciones.

4.2.5 Evaluacioén de actividad fitotéxica a nivel celular

La actividad fitotoxica a nivel celular se cuantificé evaluando el porcentaje de
viabilidad por medio del ensayo de Azul de Evans, descrito previamente (Escobedo &
Miranda-Ham, 2003). Como control se utilizé una fraccion que mostré una muerte
celular completa (100%), obtenida mediante el calentamiento de células a 75 °C
durante 30 minutos. Los porcentajes de viabilidad se calcularon al comparar la
viabilidad encontrada en las células tratadas con respecto a la viabilidad de las ceélulas
muertas por calor.
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rigura 4.2. Actividad fitotéxica de la Fraccidon A. Con una concentracion de
2.5 mg-mL"de esta fraccién, se evalué la viabilidad celular a 24h (ll) y 48h (.
) de exposicidén en cultivos celulares de T. erecta. Testigo (T): agua destilada
estéril (D).Promedio de 3 experimentos independientes, + SD.

4.3.3. Determinacion de la edad éptima del cultivo

Para conocer la edad 6ptima a la cual los cultivos celulares, presentan una
mejor respuesta al tratamiento con las diferentes fracciones fitotoxicas se evaluaron
cultivos celulares en la fase intermedia del ciclo de cultivo (dias 5, 6 y 7). La eleccion
de dias consecutivos tuvo como fin, evitar en lo posible los extremos del ciclo de
cultivo en los cuales existe una disminucién de la viabilidad celular, ademas de que
durante el ciclo de cultivo de 12 dias, se observa una disminucién de la viabilidad
celular después del dia 8 (Fig. 3.3). Los cultivos celulares de T. erecta se sometieron a
los parametros establecidos previamente para la cantidad de inéculo (1.7 g de
paquete celular en 50 mL de medio de cultivo MS sin fitorreguladores), la
concentracion de la Fraccion A (2.5 mg'mL™) y el tiempo de exposicién (48 horas) y
agua destilada como testigo. Tomando como principal parametro de seleccion la
viabilidad celular de los testigos y una mayor respuesta del cultivo después de que se
incubaron con la fraccién fitotéxica. Los resultados mostraron que tanto el dia 5, como
el dia 6 tuvieron valores de viabilidad semejantes en los testigos y en las células
tratadas, mientras que el dia 7 presentaron una menor diferencia entre la viabilidad del
testigo y el tratamiento. Sin embargo, se seleccioné el dia 5 como la edad del cultivo
mas conveniente para realizar las evaluaciones, ya que a esa edad se observ6 la
mayor diferencia entre la viabilidad del testigo y del tratamiento (Fig. 4.3).
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5.2 INTRODUCTION

Phytopathogenic fungi, when cultured in vitro, produce a broad range of
secondary metabolites, having chemical structures of varying complexity (Van Kan,
2006). Some of these metabolites have been shown to possess phytotoxic activity
when tested using a number of bioassays, including the leaf drop, immersion, and
electrolyte leakage assays (Wood et al., 1992; Otani et al., 1995). The isolated
bioactive metabolites have been used to study the phytotoxic mechanism using both in
vitro and in vivo evaluations (Huang, 2001). However, most of these studies have
attempted to evaluate the role of an individual metabolite in pathogenesis, and to
designate it as a critical factor in the infective process, without taking into account its
possible interactions with other phytotoxic or non-phytotoxic metabolites that are also
produced by the pathogen, and without considering that the interaction between a
pathogenic fungus and its host plant is a complex and diverse one (Wang et al., 1996;
Tiedemann, 1997; Navarre & Wolpert, 1999; Asai et al., 2000; Huang, 2001; Tada et
al., 2001; Wolpert et al., 2002). Still, it is generally accepted that in a plant-pathogen
interaction, the induction of key defense mechanisms in plants occurs as a response to
phytotoxic metabolites produced by the fungus. Many phytotoxic metabolites affect the
integrity of cell membranes, either by having a specific protein as a target or, indirectly,
via the enhanced production of reactive oxygen species, which induces
lipoperoxidation of some membrane components (Wood et al., 1992; Tiedemann,
1997; Heiser et al., 1998). The overproduction of reactive oxygen species (ROS) is
characteristic of the defense response to pathogens in plants, since ROS play an
important role as signaling molecules or are involved directly in the expression of
resistance. However, in interactions where necrotrophic organisms are involved, ROS
have been associated with the establishment of the pathogen and with the subsequent
development of the infection (Oliver & Solomon, 2004). One of the most notable effects
of the mode of action of some phytotoxic metabolites is the induction of PCD in the site
of infection. PCD is a genetically determined process that occurs in all multicellular
organisms; it is characterized by a battery of morphological and biological changes
such as nuclear condensation, cytoplasm shrinkage and cell death. There are two
distinctive changes in DNA due to the onset of PCD in plants: one is related to the
nucleus morphology, which is associated with a decrease in chromatin content, and
the other is the development of a characteristic fragmentation pattern of chromatin in
bands of 180 bp multiples, which are equivalent to the DNA segment protected by the
nucleosome core (Greenberg et al, 1994, Dangl et al., 1996; Greenberg, 1997,
Gilchrist, 1998). When cell death occur as the result of a toxic shock, DNA damage
appears as a smear in an agarose gel, resulting from unspecific cuts to the DNA.

Alternaria tagetica is a phytopathogenic fungus that causes early blight in
marigold (Tagetes erecta); this pathogen synthesizes phytotoxic metabolites of both
lipophilic and hydrophilic nature that, when tested using the leaf-drop assay on leaves
of marigold plants, mimic the symptoms of the disease (Cotty et al., 1983, Cotty &
Misaghi, 1984; Gamboa-Angulo et al., 2000, 2002; Morales, 2003). To date, no data
has been obtained regarding the phytotoxic activity, at the cellular level, of the various
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5.3 MATERIALS AND METHODS
Preparation of phytotoxic fractions

A certified Alternaria tagetica Shome & Mustafee. strain (ATCC 58771) was employed
for the preparation of the different fractions. Parent cultures were maintained in V8-
agar slant tubes at 4 °C. The primary inoculum - s obtained from a spore suspension
generated from a V8-agar plate, inoculated with a fragment of fungal mycelium from a
parent culture slant tube and incubated at 26 °C for 15 days under natural light
conditions. The spore suspension was used to inoculate one liter of CET medium
[MgSQ,, 500 mg; KH,PQ,, 1 g; casein hydrolysate, 6 g; sucrose, 100 g, FeSO,-7H,0,
1 mg; CuSO,5H,0, 0.15 mg; ZnSO4, 1 mg; NaMO,, 0.1 mg, in one liter of Tagetes
erecta leaf infusion (20 g of leaves), adjusted to pH 4.9]. Flasks were kept under
stationary conditions and natural light, at 26 °C for 28 days (Gamboa-Angulo et al.,
2002; Morales, 2003). When the incubation time was over, the mycelial mat was
separated from the culture media by filtration. Half of the filtrate was Iyophilized and
resuspended in sterile water (25% wi/v; Fraction A). The other half of the filtrate was
extracted with ethyl acetate; the resulting aqueous phase was lyophilized and
resuspended in sterile water (25% wi/v, Fraction B), while the solvent in the organic
phase was eliminated in vacuo and the residue was resuspended in dimethy! sulfoxide
(20%, wlv; Fraction C).

Cell cultures

Certified seeds of Tagetes erecta L. (Marigold Xantophyll Orangeade, Pan-American
Seeds, Chicago, IL, USA) were germinated in modified Murashige-Skoog medium
(MSB; Robert et al., 1987) at 27 °C under continuous illumination. Plantlets were
sectioned and leaf explants were placed in MSB medium, supplemented with 2.26 pM
2,4-D and 0.046 uM kinetin, and kept in the dark at 25°C. Friable calluses were
obtained and sections of them were transferred to liquid MSB medium, with the same
growth regulators used in the induction medium. Flasks were kept under continuous
agitation (100 rpm) at 25 °C in the dark, and cells were subcultured by diluting (1:5)
with fresh medium every 12 days.

Induction procedure
Five-day old cell cultures were transferred to liquid MS medium without growth
regulators to a cell density of 250,000 cells/mL and allowed to recover for 12 h (Wang

et al., 1996). After this period of time, flasks were treated with different concentrations
of the various phytotoxic fractions and incubated at 25 °C for 48 h.
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Evaluation of DNA fragmentation. Extraction of genomic DNA was carried out
following Dr. Byeong-Ha Lee’s protocol (bioProtocol™), with slight modifications (Chi-
Manzanero et al, 2000). DNA concentration in the samples was
spectrophotometrically determined and equal amounts (10 ug) were analyzed in a 2%
agarose gel electrophoresis (1 h, 80 V). DNA was visualized and evaluated, after
staining with ethidium bromide, under UV light using a GelDoc 2000 (Bio-Rad),
equipped with a Multinalyst software (Bio-Rad).
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Figure 5.1. Phytotoxic activity, expressed as changes in viability, fresh weight
and number of cells, of fractions A, B and C on T. erecta cell cultures after 48
hours. o: Control; m: Fraction A; #: Fraction B; ~: Fraction C. Values represent the
mean of three independent experiments + SE.

Microscopic observation of the cells showed clear morphological changes
between the control and those from cultures treated with Fractions A, B and C (Figure
2). The most evident changes were a diminished cell volume and a high rate of
plasmolysis in cells treated with the phytotoxic fractions, which explain the marked
decrease in fresh weight (higher than 60%) (Figure 1). No phytotoxic effects were
observed in cell cultures treated with lyophilized-uninoculated CET culture medium
prepared at a similar concentration to that of Fraction A (2.5 mg/mL) (data not shown).
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Table 5.1. Effect of phytotoxic fractions A, B and C on the integrity of cell
membranes of T. erecta cultures after 48 hours of treatment. Values represent the
mean of three independent experiments + SE.

Electrolyte leakage Lipid peroxidation
Conductivity (mS) MDA (uM)
Control 0+0.14 0+£0.34
Fraction A 1.09+0.12 445+ 019
Fraction B 1.23+£0.17 2.18+0.27
Fraction C 1.21+0.22 3.56 £ 0.57

H,0, production

The production of H,O, in T. erecta cells expo~~1 to the different phytotoxic fractions
proceeded in a differential manner. While no si,..ficant differences among the various
treatments could be discerned during the first six hours, from then on, changes in the
accumulation of H,O, were evident for both the control cells and those treated with the
three phytotoxic fractions. In cells treated with Fraction A or Fraction B, the increase in
H,O, accumulation took place earlier (12 and € *, respectively) than in the control. In
the case of cells treated with Fraction C, no chaiges in the H,O, concentration were
detected during the 72 hours of the experiment. It is worth noting the accumulation of
H,O; after 24 h in the control cells, probably due to a normal ageing process (Figure
3).
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En este capitulo se describen los resultados de las evaluaciones realizadas al
incorporar zinniol cuando este se aplicé a los cultivos celulares de T. erecta. Los
resultados se compararon con los observados para las otras fracciones fitotoxicas.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Material biolégico

Se empled una cepa certificada (ATCC 5877) de Alternaria tagetica, reaislada
de hojas infectadas de T. erecta, manteniendo el cultivo “padre” en agar de jugo V8
(Gamboa-Angulo et al., 2002; Morales, 2003).

6.2.2 Material vegetal

Se utilizaron los cultives celulares de 7. erecta previamente establecidos y
caracterizados, descritos en el capitulo 3.

6.2.3 Fracciones fitotoxicas

Las fracciones fitotoxicas utilizadas, se obtuvieron de acuerdo a la
metodologia detallada en el capitulo 2 (Fraccion A: metabolitos fitotoxicos totales;
Fraccion B: metabolitos de naturaleza hidrofilica; Fraccién C: metabolitos de
naturaieza lipofilica; Fracciéon D: zinniol).

6.2.4 Preparacion de los cultivos celulares

Los cultivos celulares de cinco dias de edad se cambiaron a medio de cultivo
MS sin fitorreguladores con un inéculo de 250,000 células'mL™ (Wang et al., 1996) en
50 mL de medio y dejados en recuperacién por 12 h. Transcurrido el tiempo de
recuperacion, las fracciones correspondientes se inocularon a las concentraciones
previamente evaluadas y se incubaron a 25 °C por 48 h. las células se cosecharon al
término de la incubacién y se procedi6 a evaluar los mecanismos de patogénesis.

6.2.5 Evaluacion de actividad fitotéxica a nivel celular

La actividad fitotoxica se cuantificé al evaluar el nivel de muerte celular
inducido por fas fracciones mediante el ensayo de Azul de Evans descrito previamente
(Escobedo & Miranda-Ham, 2003). Ademas, se evaluaron los cambios en el nimero
de células y el peso fresco de los cultivos celulares despues de ser expuestos a las
fracciones fitotoxicas (Street, 1977).
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6.3 RESULTADOS

6.3.1. Actividad fitotoéxica a nivel celular del zinniol

Para este estudio, la determinacion de la concentracién umbral se describid
de manera detallada en el capitulo 4. Los resultados obtenidos en el capitulo 4 (Fig.
4.6) mostraron un nivel de fitotoxicidad mucho menor a lo esperado con las
concentraciones evaluadas. Las concentraciones de 0.1 y 0.15 mg-mL™" causaron una
disminucion importante en la viabilidad (25 y 35%, respectivamente).

Con base a fos resultados obtenidos, se seleccion6 la concentracion de 0.15
mgmL" de zinniol (Fraccién D), para realizar la evaluacidn de su efecto en los
mecanismos de patogénesis en cultivos celulares de 7. erecta, aun cuando a esta
concentraciéon la disminucién en la viabilidad no fue equivalente a la observada en las
fracciones fitotoxicas (Fracciones A, B y C).

Los resultados de {a evaluaciéon de las Fracciones A, B y C, descritos en el
capitulo 5, se compararon con los resultados obtenidos de la evaluacion del zinniol. Al
comparar los valores de viabilidad (Fig. 6.1), se observé un que el decremento menor
del 35%, en los cultivos tratados con zinniol, comparado con disminuciones del 55-
60% en los cultivos tratados con las Fracciones A, By C.

Por otra parte, al evaluar el efecto de las diferentes fracciones sobre el peso
fresco, se observd que el zinniol indujo una disminucidn del 50%, mientras que las
otras fracciones causaron inhibiciones que comprendieron desde un 65% de la
Fraccion A, hasta un 85% de la Fraccién B y un 75% de la Fraccion C (Fig. 6.2).
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~ Figura 6.2 Disminucién del peso fresco de los cultivos celulares de T.
erecta. Los cultivos celulares fueron incubados con las diferentes fracciones
fitotoxicas de A. tagetica por 48 h. T: agua destilada estéril (D); A: Fraccién
A 25 mg-mL'1 @); B: Fracci6én B, 2.5 mg'mL™ (); C: Fracciéon C, 2 mg-mL’
' M) y D: Fraccién D (zinniol), 0.15 mgmL* &).Promedio de 2
experimentos independientes, + SD.

Los parametros evaluados para determinar la actividad fitotéxica del zinniol a
nivel celular mostraron un efecto menor al esperado al evaluar el efecto del zinniol
sobre los cultivos celulares de T. erecta, a pesar de que la cantidad empleada de
zinniol para el ensayo ya se reporté como suficiente para inducir necrosis en hojas de
T. erecta (Cotty & Misaghi, 1984).

6.3.2 Evaluacion del dafio a la membrana celular

Para determinar los efectos del zinniol a nivel de la membrana celular se
utifizaron los ensayos de fuga de electrolitos y la peroxidacién de lipidos de la
membrana celular (Wood et al., 1992; Tiedemann, 1997, Heiser et al., 1998; Deighton
et al., 1999; Varith & Hyde, 2001).

El ensayo de fuga de electrolitos permitidé evaluar la integridad de ia
membrana plasmatica, al medir los cambios en la conductividad tomando como
referencia cultivos en condiciones optimas. En la Fig. 6.3 se observa que las
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patogénicas no esta relacionada, de manera directa, con una mayor patogenicidad de
la cepa productora.

Al igual que el efecto del zinniol sobre la viabilidad celular, el resto de las
evaluaciones mostraron que los efectos causados por zinniol fueron menores a los
causados por el total de los metabolitos lipofilicos (Fraccion C) e.g. el dafio al ADN y
la peroxidacién de lipidos de membrana (Fig. 6.3, 6.6 y 6.7). En lo que respecta al
dafio a la membrana celular, previamente identificada como el posible sitio de accion
del zinniol, con una marcada estimulacion del influjo de Ca®* (Thuleau et al., 1988), en
este estudio se obtuvieron valores de conductividad menores de los observados al
evaluar la Fraccién C.

Las bajas concentraciones a las cuales son evaluados, en modelos celulares,
los metabolitos considerados fitotoxinas, y a las cuales presentan un efecto fitotdxico
y/o inducen la muerte celular, son similares a los niveles producidos por el
fitopatogeno durante su interaccién in vivo con la planta hospedera. Si un metabolito,
al ser evaluado a nivel celular, no presenta actividad fitotéxica a bajas
concentraciones, eso podria indicar que el producto no esta necesariamente implicado
en el establecimiento y desarrollo de la enfermedad, y que la respuesta observada a
nivel de hoja puede deberse a un efecto inductor de la respuesta de defensa. A
menudo, fo anterior no se toma en cuenta al momento de designar un metabolito
como una fitotoxina, tomandose como Unica referencia la actividad del metabolito en
un modelo que utiliza hojas o segmentos de plantas, donde la necrosis observada no
puede diferenciarse cilaramente si es producto de una reaccién de defensa o de una
actividad toxica sobre la planta. Con base en lo anterior, es posible que el efecto
necrotréfico causado por zinniol en las células vegetales del hospedero, no esta
necesariamente relacionado con el proceso de patogénesis, por lo que el zinniol
podria considerarse mas como un inductor de ia respuesta de defensa vegetal que
una fitotoxina.

Para definir el verdadero papel de un metabolito en el proceso de
patogénesis, es necesario utilizar modelos que permitan diferenciar una fitotoxina de
un factor de incompatibilidad (Wolpert et ai., 2002).uno de estos modelos requiere la
deteccion del metabolito fitotdxico en tejido infectado y hasta ahora no se ha reportado
la obtencion de el zinniol a partir de tejidos infectados. Existe también la posibilidad de
que el zinniol no sea el metabolito responsable de la virulencia de A. tagetica, y que
esta se deba a otro de los metabolitos relacionados estructuralmente con zinniol, dado
que A. tagetica produce una amplia gama de metabolitos con actividad fitotdxica
(Gamboa-Angulo et al., 2000, 2001 & 2002; Arana-Lépez et al. 2003). Aun cuando el
zinniol es el producto mayoritario en los cultivos in vitro de A. tagetica y también el que
presenta una mayor fitotoxicidad a nivel de hojas de T. erecta, hasta ahora no se ha
evaluado el efecto, a nivel celular, de los otros metabolitos. Esta perspectiva deberia
de considerarse, teniendo en cuenta que en este trabajo se ha determinado que las
diferentes fracciones evaluadas, sobre todo aquella que presenta la mayor
complejidad (Fracciéon A), presentan una respuesta diferencial a nivel de los cultivos
celulares.
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ambas respuestas e identifiqgue si el efecto es producto de una interaccion
incompatible o compatible (Wolpert et al., 2002; Kiba et al., 2006).

Por otra parte, es importante tener en cuenta que los hongos fitopatégenos
producen una amplia variedad de metabolitos secundarios, pertenecientes a
diferentes familias quimicas, y poseedores de diferentes tipos de actividad bioldgica a
nivel de planta (Durbin, 1981; Ballio, 1991; Chen et al., 1992; Rotem, 1994; Panagrahi,
1997, Gamboa-Angulo et al., 2000, 2001 & 2002; Morales, 2003). Estos grupos de
metabolitos, que en algunos casos se conservan en diferentes especies o géneros,
pueden estar implicados de manera directa en el establecimiento de la patogenicidad
(HSTs) o pueden contribuir con el desarrollo de la virulencia (no-HSTs) (Wolpert et al.,
2002; van Kan, 2006), plantea las siguientes preguntas: ;Es un sélo metabolito, de la
amplia gama de metabolitos producidos por un hongo, el unico responsable del
establecimiento del patoégeno en su planta hospedera?; ;existe interaccion entre los
diferentes metabolitos producidos por un patégeno para la expresion de actividad?

Tomando en cuenta los cuestionamientos arriba mencionados, el objetivo
principal del presente trabajo fue evaluar las respuestas de defensa vegetal y los
mecanismos de patogénesis en la interaccién entre A. tagetica y T. erecta, utilizando
como herramienta diferentes fracciones de A. tagetica, con actividad fitotdxica
comprobada en e bioensayo de gota utilizando hojas de T. erecta (Cotty et al., 1983,
Hotchkiss & Baxter, 1983; Cotty & Misaghi, 1984, Gamboa-Angulo et al., 2000, 2001 &
2002; Arana-Lopez et al., 2003; Morales, 2003). Aun cuando en la mayoria de las
evaluaciones de metabolitos fitotoxicos en modelos celulares éstos se evaluan en
forma pura, para este trabajo se planted la relevancia de evaluar las respuestas
inducidas cuando los metabolitos se encuentran formando parte de fracciones
complejas, ya sea como parte del total de los metabolitos liberados por el hongo al
medio de cultivo, o como parte de fracciones obtenidas por la separacion de los
metabolitos de acuerdo a su naturaleza quimica.

Como hipotesis del presente trabajo se planteé que, dada la composicién
quimica de las diferentes fracciones fitotoxicas obtenidas a partir de los filtrados de
cultivo de A. tagetica, i.e. metabolitos totales (Fraccion A), metabolitos hidrofilicos
(Fraccion B) y metabolitos lipofilicos (Fraccion C), éstas deberian inducir respuestas
diferenciales al ser evaluados su efectos en cultivos celulares de T. erecta.

Las evaluaciones realizadas en este trabajo estan vinculadas con los
mecanismos de patogénesis y de defensa vegetal, relacionados con la accion de
fitotoxinas durante los procesos de interaccion planta-patdgeno (Durbi, 1981; Wang et
al., 1996; Wolpert et al, 2002; van Varleen et al, 2004; Zhang et al.,, 2004). Los
mecanismos de patogénesis incluyen las respuestas inducidas como consecuencia
del dafio que provoca un metabolito fitotdxico en las células y tejidos vegetales,
desencadenando la muerte de la planta por un proceso relacionado con la fitotoxicidad
(Scheffer, 1991; van Kan, 2006); en tanto que los mecanismos de defensa vegetal
incluyen aquellos considerados como resultantes de la induccion de un mecanismo de
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Un ejemplo importante de hongos fitopatdgenos que utilizan un conjunto de
diferentes tipos de metabolitos en la interaccién con sus hospederos, son los
miembros del género Botrytis (van Kan, 2006). Se ha reportado que B. cinerea,
produce diferentes metabolitos fitotoxicos de bajo peso molecular, de los cuales el
botridial ha recibido la mayor atencién y al cual se le relaciona con la virulencia del
patdogeno (van Kan, 2006). Sin embargo, ademas del botridial, B. cinerea produce
otros metabolitos como los botcindlidos y el acido oxalico, que puede utilizar como
herramientas alternativas para establecerse e infectar a la planta hospedera
(Tiedemann, 1997, Cessna et al., 2000; Colmenares et al., 2002; Reino et al., 2004;
van Kan, 2006). El género Alternaria del cual forma parte el patégeno de este estudio,
presenta al igual que Bolrytis una produccion de diferentes herramientas para lograr
su establecimiento exitoso en sus hospederos, dependiendo de su especie o patotipo
(Rotem, 1994; Otani et al., 1995; Panagrahi; 1997).

Es interesante comentar que el zinniol (Fraccion D), descrito como el principal
metabolito fitotoxico de A. tagetica y responsable de la actividad fitotéxica de la
fraccion lipofilica mediante el bioensayo de gota utilizando hojas de T. erecta
(Gamboa-Angulo et al., 2000 & 2002; Cotty & Misaghi, 1984), en el modelo celular los
resultados mostraron que este metabolito no posee una actividad fitotdxica marcada,
tomando en cuenta que las concentraciones empleadas en este estudio para evaluar
su efecto fitotéxico fueron significativamente mayores que las reportadas para otras no
HSTs evaluadas en modelos celulares (Chen et al. 1992; Paciolia et al., 2005) y que
sus efectos a nivel de dafio al ADN y peroxidacién de lipidos de membrana (Tabla 6.1,
Fig. 6.6 y 6.7) fueron de menor intensidad a los inducidos por el conjunto de
metabolitos lipofilicos (Fraccién C) (Thuleau et al., 1988). Unicamente a nivel del
dafio a la membrana celular, sefialada como el principal sitio de acciéon de zinniol, se
detectdé un efecto mayor con respecto a la Fraccién C aunque nuevamente, la
actividad presentada por zinniol fue menor a la esperada para un metabolito puro
(Wang et al., 1996; Huang, 2001; Yao et al., 2001; Paciolla et al., 2004).

Cabe mencionar que los metabolitos considerados como fitotoxinas, HSTs o
no-HSTs, al ser evaluados en modelos celulares, cominmente presentan un efecto
fitotoxico marcado y/o inducen una muerte celular en concentraciones en el rango uM,
similar a la producida por el patégeno durante la interaccién in vivo con su planta
hospedera. La ausencia de una actividad fitotdxica significativa en las evaluaciones de
zinniol a concentraciones relativamente altas (0.15 mg~mL"; ca 564 pM), sugiere que
este metabolito no es una fitotoxina, que no esta necesariamente implicado en el
proceso de patogénesis durante la interaccion A. tagetica- T. erecta y que la aparicion
de lesiones necroética en las hojas de T. erecta al ser tratadas con zinniol, ocurre como
consecuencia de la induccion de una respuesta de defensa por parte de la planta
(Wolpert et al. 2002). Este ultimo punto, en muchas ocasiones, no es tomado en
cuenta al momento de designar un metabolito como fitotoxina (Huang, 2001).

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo permiten responder a las
preguntas planteadas iniciaimente y, sobretodo, presentan una nueva forma de
evaluar los metabolitos vinculados con el proceso de patogénesis en las interacciones
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9.2 Tagetes erecta L.

El cempasuchil (Tagetes erecta) es una planta que pertenece a la familia de las
Asteraceas (Compositae) y al género Tagetes, del cual existen 50 especies en el
mundo. En México se encuentran 32 especies, por 1o que se le considera a nuestro
pais como el centro de origen de esta planta. EI nombre indigena en nahuatl,
cempoalxdchitl, significa “flor de 20 hojas”. Actualmente T. erecta se conoce con el
nombre comun de cempasuchil, aunque también se le denomina como anisillo,
periquillo, flor de tierra adentro, hierba de Santa Maria, curcumin, hierba de anis,
pericén, falso pericon, flor de muerto y xpuhuk (Garcia et al., 1992).

T. erecta es una planta anual, erecta, robusta y aromatica. E! tallo es
ramificado, de 40 a 180 cm de alto. Estructuralmente presenta hojas superiores
alternadas e inferiores opuestas con un raquis de 3 a § ¢cm de largo, hueco y
considerablemente alargado hacia la base. Estos pedunculos sostienen al involucro,
cuya forma es acampanulada, de 17 a 22 mm de longitud y de 8 a 10 mm de ancho,
conteniendo 2 hileras marginales de 5 a 7 glandulas ovaladas. Las flores son
numerosas, agrupadas en el involucro, generalmente liguladas, tubulares o bilabiadas.
Las cabezuelas contienen generalmente de 150 a 250 flores y las corolas presentan
una pigmentacion de color amarillo claro a naranja. T. erecta presenta aquenios de
color negro-café, de 8 a 10 mm de largo. Es una planta alégama que se propaga
principalmente por semilla. Su nimero cromosémico es 2n=24 (Fig. 9.2) (Trostle,
1968).

Las diversas especies del género Tagetes han sido utilizadas en ritos
ceremoniales ¢..Je la época de los mayas. Actualmente se utilizan en la decoracion
de los altares durante la celebracion de Dia de Muertos y como planta de ornato en
algunas partes de Meéxico y Guatemala. Diversos pueblos indigenas la siguen
empleando para la curacion de algunas enfermedades parasitarias vy
gastrointestinales, basandose en tradiciones ancestrales. En algunas regiones de
California, ciertas especies de este género son utilizadas para el control biologico de
nematodos en cultivos de importancia comercial. Estos usos seflalan la importancia de
esta especie al biosintetizar metabolitos secundarios de utilidad potencial para las
industrias farmacéutica, cosmética, alimenticia y agroguimica. Uno de los principales
usos de T. erecta, a nivel industrial, es la produccion, en forma de harina molida o
extracto de pigmentos extraidos de sus flores para su utilizacion en ia industria
avicola, con el fin de darle una buena coloracion a la carne y a la yema del huevo de
las aves de granja (Garcia et al., 1992).
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